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第 1 章 序論 

1-1 緒言 

 

 有史以来、人類は世界各地でそれぞれの経験に基づいて草根木皮に含まれる

天然化合物を病気の治療に利用してきた(1,2)。1928 年に世界初の抗細菌物質

Penicillin が A. Fleming によってカビから発見され、また 1944 年に結核の特

効薬 Streptomycin が S. Waksman によって放線菌から単離されたことを契機

に、感染症の治療法は、副作用の多いサルファ剤など有機合成品を使った化学

療法から、病原菌を特異的に攻撃する抗生物質療法に大きく変化した(3,4)。こ

れに引き続き、土壌微生物を主とした有用天然化合物の探索が広く行われた結

果、1940 年代から 60 年代にかけて多様な抗生物質が次々に発見され、新規抗

生物質発見の黄金時代を築いた。これにより人類の平均寿命は 1950 年代から

60 年代にかけて大幅に上昇した。しかし抗生物質の使用は大多数の病原菌を死

滅させる一方で、それらに感受性を示さないメチシリン耐性黄色ブドウ球菌 

(MRSA)に代表される耐性菌の出現を招くこととなった。このため、新規な作用

機序をもつ新しい抗生物質の継続的な発見と開発が求められているが、黄金時

代以降、生物活性を指標とした探索により発見される天然化合物の多様性は頭

打ちとなっており、1980 年代に Lipopeptide が発見されたのを最後に、新規ク

ラスの抗生物質は現在に至るまで発見されていない(5) (図 1-1)。 

図 1-1 新規クラス抗生物質発見の年表 

 

一方で近年のゲノムデータの蓄積により、薬物標的となりうる候補分子の情報

は増加しており、それらを分子標的とした低分子のコンビナトリアルライブラ

リーのハイスループットスクリーニングが行われてきた。しかし類似の化学構

造を多く含む合成化合物の巨大ライブラリーから薬物として実用化されたもの

はなく、かつての天然化合物に匹敵する有用化合物のソースとはなっていない

というのが現状である(6)。このため現在ではライブラリーの化合物数よりも多
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様性が重要視される傾向があり、ヘテロ原子や不斉中心を多く含む“天然化合物

の特徴”を取り入れたライブラリーの構築が指向されている(7,8)。また合成化合

物の抗生物質としての利用が困難な理由の一つとして、in vitro において特定の

標的に作用する低分子を発見しても、それが実際に生きた病原菌の細胞内に取

り込まれないことが挙げられる(5)。これらの状況に加え、以下に述べるような

近年の塩基配列解読や各種検出機器の大幅な技術革新があり、昨今、多種多様

な生理作用を有し他種生物との相互作用が期待される天然物は再び有用化合物

のソースとして見直されつつある。 

放線菌は多様な二次代謝物を産生することが知られており、さまざまな生理活

性を有する化合物が発見され医薬として利用されてきた。世界最大を誇る我が

国の天然化合物ライブラリーでは 30万化合物のうち約 6割が放線菌に由来する

ものである。また大村智博士は放線菌から多数の有用天然化合物を発見し、2015

年には抗寄生虫活性物質 avermectin を発見した功績でノーベル生理学・医学賞

を受賞したことは記憶に新しい。 

2002 年には放線菌では初めて Streptomyces coelicolor A3(2)ゲノムの全塩基配

列が決定された(9)。その結果、通常の実験室での培養条件で生産される 1, 2 種

類の天然化合物のほかにも、抗生物質様の天然化合物の生合成に関わると思わ

れる機能未知の遺伝子クラスターがゲノム中から 25~30 個も見いだされた。ま

た DNA マイクロアレイを用いた S. coelicolor A3(2)のトランスクリプトーム解

析により、これらの遺伝子クラスターの大部分は通常の培養条件で非常に低い

レベルではあるが転写されていることがわかり、実際に天然化合物の生合成遺

伝子クラスターとして機能していることが示唆された(10)。これらのことから、

従来の生物活性を指標にした天然物スクリーニングでは、放線菌の有する化合

物生産能の 1 割程度しか探索されておらず、放線菌は依然として多様な天然化

合物を生産する潜在能力を有した未開拓の天然物リソースであることが明らか

となった。 

またメタゲノムシークエンス解析により、現在までに培養方法の確立されてい

なかった難培養性微生物にも多大な二次代謝産物の生合成能が存在することが

明らかになり、天然化合物の新たなリソースとして注目されている(11)。例えば、

数多くの生物活性物質の単離源である Theonella 属の海綿から難培養性の共生

細菌 Entotheonella 属が発見され、海綿由来の生物活性物質の多くの真の生産

者であることが明らかにされている(12)。 

2000 年代初期からのゲノム解読技術の発展により、2010 年以降、難培養性の

ものを含めた微生物のゲノム情報は対数的に増加しており、それに伴い生合成

遺伝子クラスターの情報も飛躍的に蓄積している(図 1-2)。現在ではこのビッグ

データを活用して新規性の高い骨格を有した天然化合物を網羅的かつ効率的に
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発見する試みが数多くなされている(13)。これらは主に、コンピューターアルゴ

リズムを用いて大量の遺伝子クラスター情報から新規性の低い化合物を生合成

する遺伝子クラスターを排除し、新規性の高い遺伝子クラスターをさらなる検

証の対象として優先的に絞り込むことを目的としている。Doroghazi らは 1 万

個以上の遺伝子クラスターのネットワーク解析により、新規性の高い化合物を

生合成すると思われる遺伝子クラスターを抽出している(14)。また Dejong らは

既知化合物の構造から生合成遺伝子クラスターを予想するアルゴリズムを用い

て、データベースの遺伝子クラスター情報と比較することにより、新規性の低

い(既知)化合物と新規性の高い化合物の生合成遺伝子クラスターを区別するこ

とを試みている(ref)(15)。しかし、これらの解析手法は大量の情報を網羅的に処

理できる反面、いずれも既知の生合成マシナリー(Type I PKS, Type II PKS, 

NRPS, NRPS-independent siderophore, lantipeptide や thiazole-oxazole 

modified microcin)を指標としてゲノム情報から遺伝子クラスターを抽出して

いることから、今まで知られていない全く新しい機構によって生合成される化

合物群の多くを見逃している可能性が高い。従って、既存のものとは異なる新

たな生合成マシナリーを発見し、それを指標とした探索を行うことは、上述の

アルゴリズムを利用した手法では到達できない領域の天然化合物の多様性を開

拓する上で非常に重要であるといえる。 

 

図1-2 1990年から2015年までの間における細菌由来の天然化合物の発見数と 

Dejong, CA. Polyketide and nonribosomal peptide retrobiosynthesis and

global gene cluster matching. Nat. Chem. Biol. 12, 1007–1014 (2016).
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解読されたゲノム情報量の推移 

紫) 細菌由来の天然化合物数。赤) Dejong らの研究グループによって開発された、構造か

ら生合成遺伝子クラスターを予測するアルゴリズム(GRAPE)にて解析可能な天然物数。黄

色) NCBI データベースに登録された 100 kb 以上の塩基配列の数。青) これら塩基配列から

生合成遺伝子クラスター予想アルゴリズム(PRISM)を用いて抽出された生合成遺伝子クラ

スターの数。緑) 生合成遺伝子クラスターが明らかとなっている天然化合物の数。 
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1-2 キャリアタンパク質を介する生合成経路 

 

1-2-1 キャリアタンパク質の機能 

 天然化合物の生合成を含む生体内の複雑な代謝経路の多くはキャリアタンパ

ク質を介して成立している。キャリアタンパク質とは生合成中間体を共有結合

し、対応する複数の酵素の活性中心へ運搬するタンパク質である。キャリアタ

ンパク質は、それ自体は触媒活性を有さないものの、それを介する代謝経路に

おいて中心的な役割を担っており、数々の重要な生体反応に用いられている。

本節で述べるキャリアタンパク質の構造を図 1-3 に示す。一般にキャリアタン

パク質は 100 残基以下のアミノ酸から構成される小タンパク質であり、対応す

る酵素とのタンパク質間相互作用を担う球状ドメインと生合成中間体を結合す

るアーム領域から成る。アーム領域は振り子のように動き、対応する各酵素の

活性中心に基質を効率的に運搬する重要な働きをしている。 

図 1-3 キャリアタンパク質の構造 

A) Bacillus stearothermophilus 由来 PDH 複合体の lipoyl ドメイン(PDB; 1LAB)。-リポ

酸が結合するリジン残基を黄色で示した。B) Pisum sativum 由来グリシン開裂系の Hタン

パク質(PDB; 1HPC)。-リポ酸及びそれが結合するリジン残基を黄色で示した。 

C) Escherichia coli 由来アセチル CoA カルボキシラーゼの BCCP (PDB; 1BDO)。ビオチン

及びそれが結合するリジン残基を黄色で示した。D) E. coli 由来 FAS ACP (PDB; 4KEH)。

E) Pseudomonas aeruginosa 由来 PA1221 の PCP ドメイン(PDB; 4DG9)。D), E)では 4’-

A) B) C)

D) E) F)
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ホスホパンテテイン基及びそれが結合するセリン残基をオレンジで示した。F) Thermus 

thermophilus のリジン生合成におけるキャリアタンパク質 LysW (PDB; 3WWL)。N 末端

の球状ドメインと緑、可動性の高いアームとしての機能が示唆されている領域をオレンジ、

C 末端の保存領域(EDWGE)を紫、亜鉛を灰色の球で示した。 

 

 

一般にキャリアタンパク質のアーム領域はタンパク質の一部ではなく、翻訳後

修飾によって特定のアミノ酸残基に共有結合される、硫黄原子と脂肪族鎖を含

む補因子である(図 1-4)。例えばジスルフィド結合を含むカルボン酸である-リ

ポ酸を補因子として用いるキャリアタンパク質は 2-オキソ酸デヒドロゲナーゼ

複合体において用いられており、エネルギー代謝など重要な生体反応において

中心的な役割を担う。本複合体においてキャリアタンパク質は有機酸の運搬体

として機能しており、有機酸のリポ酸への転移(E1 サブユニット)、有機酸の補

酵素 A への転移(E2 サブユニット)、リポ酸のジスルフィド結合の再生(E3 サブ

ユニット)を担う各酵素の活性中心と順番に相互作用する(図 1-5A)。同様のキャ

リアタンパク質はグリシン開裂系においても機能しており、有機酸ではなくグ

リシンの脱炭酸で生じるメチルアミンを運搬する(図 1-5B)。またこれらキャリ

アタンパク質と同じファミリー(PF00364)に属するもので、-リポ酸ではなくビ

オチンを利用するものもあり、糖代謝や脂質代謝におけるビオチン依存性カル

ボキシラーゼにおいて、炭酸の運搬体として機能する。ビオチン依存性カルボ

キシラーゼはビオチン依存性キャリアタンパク質(BCCP)、ATP 依存的にビオチ

ンへの炭酸の転移を触媒するドメイン(BC)、ビオチンから受容体への炭酸の転

移を触媒するドメイン(CT)から成り、BCCP は BC、CT の活性中心を行き来す

ることで複合体として代謝回転する(図 1-5C)。 

図 1-4 キャリアタンパク質の翻訳後修飾 

A) ビオチン依存性キャリアタンパク質(BCCP)の翻訳後修飾。Biotin protein ligase によっ

CoASH 3’, 5’-ADP

ATP,
Biotin AMP, PPi

ATP,
Lipoate AMP, PPi

A)

B)

C)

Biotinyl group

Lipoyl group

4’-phosphopantetheinyl group
PPTase

Lipoate ligase

Biotin protein ligase
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て ATP 依存的にキャリアタンパク質の保存されたリジン残基にビオチンが共有結合する。

B) 2-オキソ酸デヒドロゲナーゼ複合体やグリシン開裂系におけるリポ酸依存性キャリアタ

ンパク質の翻訳後修飾。BCCP においてビオチンが結合するリジン残基に Lipoate ligase

によって ATP 依存的にリポ酸が結合する。C) 脂肪酸合成や二次代謝に関わる A/PCP の翻

訳後修飾。PPTase によって CoA から 4’-PP 基が A/PCP の保存されたセリン残基に転移さ

れる。 

図 1-5 PF00364 のキャリアタンパク質を介する反応経路 

A) 2-オキソ酸デヒドロゲナーゼ複合体の一つであるピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体に

おけるキャリアタンパク質の反応経路を示した。ピルビン酸の脱炭酸によって生じる酢酸

を赤で示した。またチアミン二リン酸を ThDP と略記した。B) グリシン開裂システムにお

けるキャリアタンパク質の反応経路を示した。グリシンの脱炭酸によって生じたメチルア

ミンを赤で示した。C) ビオチン依存性カルボキシラーゼの一つであるアセチル CoA カル

ボキシラーゼにおけるキャリアタンパク質の反応経路を示した。BCCP によって運搬され

る炭酸を赤で示した。 

 

 

 4’-ホスホパンテテイン(4’-PP)を補因子として利用するキャリアタンパク質は

アシルキャリアタンパク質(ACP)やペプチジルキャリアタンパク質(PCP)が知

られており、複雑かつ多様な代謝経路に用いられている(16)。ACP は主要一次

代謝経路である脂肪酸合成系(FAS)や、ポリケタイド合成酵素(PKS)などの二次

代謝経路において脂肪酸やケト酸の運搬体として機能する。ACP は相互作用す

る各酵素ドメインが一つのポリペプチドとして連結した Type I システムの一部

に組み込まれているもの(Type I ACP)と、各酵素が個別のポリペプチドとして独

E1

E2 E3

ThDP

NAD+

NADH

ThDP

P

T L

Glycine
CO2

THF

CH2-THF,
NH3

NADH

NAD+

H H

H

CO2, ATP

ADP, Pi

BC CT
BCCP

BCCP

A) B)

C)
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立した Type II システムで機能するもの(Type II ACP)が知られている。 

Type I FAS における ACP はフレキシブルなリンカー領域につながれており、

巨大酵素内の各ドメインと相互作用することができる。これにより、結合した

生合成中間体の炭素鎖伸長と還元が繰り返され、脂肪酸が成熟する(図 1-6A)。

一方で Type II ACP は Type I ACP のようなリンカー領域は有さず、相互作用す

る酵素群から独立している。また Type II ACP のタンパク質表面は酸性アミノ

酸残基により負に帯電している一方、対応する各酵素の活性中心付近は正に帯

電しており、これらタンパク質間の静電相互作用が示唆されている。加えて Type 

II ACP は結合した疎水性の高い生合成中間体を内部の疎水的なポケットに収納

し、外部環境から隔離することが知られている(図 1-6B)(17)。これにより生合成

中間体と 4’-PP 基のチオエステル結合が保護されるとともに、生合成中間体が安

定化されると考えられている。これは相互作用する各タンパク質が常に近傍に

存在することが保証されている Type I ACP には見られない特徴である。 

 

 

 

 

図 1-6 ACP を介した脂肪酸合成 

A) ACP を介した脂肪酸合成経路の概略図。ACP と相互作用する各酵素ドメインを以下の

ように略記した：AT, acyltransferase; MAT, malonyl CoA transferase; KS, keto synthase; 

KR, keto reductase; DH, dehydratase; ER, enoyl CoA reductase; TE, thioesterase 

B) Streptomyces coelicolor の FASにおけるオクタン酸を結合した Type II ACP の構造

(PDB; 2KOS)。ACP をシアン、4’-PP 基とそれに結合したオクタン酸をマゼンタで示した。

結合したオクタン酸が ACP 内部の疎水性の高いポケットに収納されている。 

 

 

CO2

ACP

CoA

H2O

NADPH, H+

NADP+

KR

DH

ER

TE

KS

MAT

AT

CoA

ACP

ACP ACP

ACP

ACP

NADPH, H+ NADP+

ACP

ACP

=
4’-phosphopantetheinyl group

A) B)

4’-phosphopantetheinyl group

octanoyl
group
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 erythromycin生合成を行うDEBSに代表されるType I PKSではType I FAS

とは異なり、ポリペプチド内に複数の ACP が存在し、生合成中間体が上流の

ACP から下流の ACP に受け渡されながら修飾を受けて成熟する(図 1-7A)。各

ACP に伸長ユニットがロードされたのち、上流で生合成されたポリケタイド鎖

と脱炭酸を伴いながら縮合し、同一モジュール内の各ドメインによる修飾反応

と受けて下流へと受け渡される。actinorhodin生合成に代表される Type II PKS

では Type II FAS と同様にして各ドメインは独立した酵素としてコードされて

おり、ACP がこれらと繰り返し相互作用することでポリケタイド鎖が合成され

る。しかし FAS とは異なりポリケタイド鎖は必ずしも完全に還元されずにケト

基が残り、全長が合成されたのちに環化反応が起こる。ACP は合成途中のポリ

ケトン鎖と相互作用し、安定化する機能を有すると考えられている(18)。 

 PCP は非リボソームペプチド合成酵素(NRPS)における合成途中のペプチド

鎖の運搬を行う。NRPS は Type I PKS と同様に複数ドメインからなる巨大酵素

であり、PCP は 1 アミノ酸ユニットの伸長を担う各モジュールに一つずつ存在

する。adenylation ドメインが対応する PCP の 4’-PP 基のチオールにアミノ酸

をロードしたのち、condensation ドメインによって上流のモジュールの PCP に

結合している中間体ペプチド鎖と縮合されペプチド鎖が伸長する(図 1-7B)。 

 

図 1-7 二次代謝における A/PCP を介する Type I システムの反応経路の概略図 

およびモジュール構造 

A) PKSにおける ACP を介した反応経路。各酵素ドメインの略記は図に従った。ACP に結

合した代謝中間体はモジュール内の各ドメインに運搬されて修飾されたのち、次のモジュ

ールの KS ドメインに転移される。B) NRPS における PCP を介した反応経路。PCP と相

互作用する各酵素ドメインを以下のように略記した：A; adenylation domain, C; 

condensation domain。A, C ドメインによって PCP へのアミノ酸のロードと縮合が繰り返

され、ペプチド鎖が伸長する。異なるモジュールの PCP は色分けして示した。 
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PCP

PCP

C

CA
AMP, PPi

PCP

PCP

B)A)



12 

 

 以上のような生合成経路においてキャリアタンパク質は、生合成中間体を結

合して拡散を防ぎ、目的の修飾反応を特異的に行うための足場として機能して

いる。この点においてキャリアタンパク質は化学合成における固相合成法のレ

ジンと同様の働きをしているといえる。しかしキャリアタンパク質はそれのみ

ならず、結合した生合成中間体を安定化する機能を有するものもあり、遊離の

形では自発的に変換してしまう不安定な中間体を経る複雑な生合成経路を形成

する上で必要不可欠な要素である。 

 

1-2-2 高度好熱菌 Thermus thermophilusの特異なリジン生合成における新規

キャリアタンパク質 LysW の発見 

 リジンはヒトや動物にとって、外部から取り込まなくてはならない必須アミ

ノ酸のひとつである。一方、細菌や植物はアスパラギン酸を初発物質として、

細胞壁の構成物質であるジアミノピメリン酸(DAP)を経由するDAP経路によっ

てリジンを生合成している(19,20) (図 1-8)また、カビや酵母は 2-オキソグルタ

ル酸 (2-OG)から -アミノアジピン酸 (AAA)を経由し、サッカロピン

(saccharopine)を経る AAA 経路によってリジンを生合成している(21-23)。 

 

 

図 1-8 多様なリジン生合成経路及び一部酵素が類似している他の代謝経路 

 

IPMS

LeuCD

LeuCD

IPMDH

BcAT

CS

Aco

Aco

ICDH

HCS

Aco

LysTU

HICDH

AAAAT

LysX

LysZ

LysY

LysJ

LysK

ArgA

ArgB

ArgC

ArgD

ArgE/ArgJ

AspAT

AK

ASD

DapA

DapB

DapD

DapC

DapE

DapF

LysA
ArgF

ArgG

ArgH

Lys

(Fungi and Yeast)

AAA

DAP Saccharopine Arg

Leu

AASDH

AASDH

Lys9

Lys1

Orn

LysW

-KGAsp

Glu

DAP pathway Leu biosynthesis AAA pathway TCA cycle

Arg biosynthesis



13 

 

DAP 経路の初発酵素である Aspartate kinase (AK)と Aspartate semialdehyde 

dehydrogenase (ASADH)による反応はスレオニンやメチオニン、イソロイシン

の生合成においても共通して使われており、AK は最終産物であるこれらのアミ

ノ酸によってフィードバック阻害を受ける。しかし、高度好熱菌である T. 

thermophilus の AK はスレオニンによってのみ阻害を受けることがわかり、リ

ジンの生合成には異なる生合成経路を用いていることが示唆された(24,25)。ニ

トロソグアニジン(NTG)を用いたランダム変異導入とそれに続くスクリーニン

グにより得られた T. thermophilus のリジン要求性変異株の解析により T. 

thermophilus は新規な AAA 経路によってリジンを生合成していることが明ら

かになった(26)。 

 この新規な経路の前半(2-OGからAAAまでの変換)はカビや酵母のAAA経路

と同様な変換が行われ、各酵素は TCA 回路やロイシン生合成経路の一部と相同

性を示すが、その後の AAA からリジンまでの変換はアルギニン、オルニチン生

合成に関わる酵素 ArgB, ArgC, ArgD, ArgE と相同性の高い LysZ, LysY, LysJ, 

LysK によって行われることが当研究室のこれまでの研究により明らかにされ

た(27-32)。アルギニンの生合成において、ArgA は基質となるグルタミン酸の

-アミノ基をアセチル化し、その後に続く ArgB, ArgC, ArgD による反応から-

アミノ基を保護する。これと同様に T. thermophilus の新規 AAA 経路において

も AAA の-アミノ基がアセチル化によって保護されることが考えられたが、

AAA 以降の反応の初発酵素と予想された LysX は ArgA と相同性を示さず、機

能がわかっている酵素の中では carboxylate-amine/thiol ligase superfamily に

属する RimK(ribosomal protein S6 modification protein)と最も高い相同性を

有していた(33)。RimK は ribosomal protein S6 を基質として認識し、その C

末端に 2 ないし 4 分子のグルタミン酸を付加する反応を触媒する。lysX の上流

には僅か 54 アミノ酸残基からなるタンパク質をコードする lysW が存在する。

LysW はその C 末端に“EDWGE”という保存配列を有しており、この C 末端の

E54 残基の-カルボキシル基と AAA の-アミノ基が、LysX によって ATP 依存

的にイソペプチド結合を形成し、アセチル化に代わる保護基として機能してい

ることが当研究室によって明らかにされた(34)。LysW を介したリジン生合成経

路を図 1-9 に示した。 
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図 1-9 LysW を介したリジン生合成機構 

LysXによってLysWのC末端のE54残基の-カルボキシル基がATP依存的に活性化され、

AAA の-アミノ基とイソペプチド結合することで LysW--AAA が形成される。それに続き

LysZによって結合したAAA部分の-カルボキシル基がリン酸化し、LysYによる還元、LysJ

によるアミノ基転移反応を受け、LysW--Lys へと変換される。その後、LysK によってイ

ソペプチド結合が切断され、リジンが放出される。 
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1-2-3 LysW の機能と特徴 

LysW は Type II ACP と同様に酸性タンパク質であり、表面が正に帯電してい

る。その一方、LysX, LysZ, LysY, LysJ, LysK の基質結合部位は負に帯電してお

り、LysW と静電的に相互作用することが明らかとなっている。またアルギニン

生合成経路においては、中間体であるセミアルデヒドから非酵素的な分子内環

化によって1-pyrroline-2-carboxylate が生成するのを防ぐため、ArgA によっ

て前駆体のグルタミン酸の-amino 基にアセチル基が転移され、これが以降の

反応中の保護基として機能する。一方、T. thermophilus で発見された新規リジ

ン生合成では、AAA の-amino 基はアセチル基ではなく LysW という小タンパ

ク質によって保護される。よって LysWは、AAAからリジンへの変換において、

静電相互作用により各修飾酵素に生合成性中間体を運搬するだけでなく、生合

成中間体の自然環化によるシャント化合物の生成を防いでおり、semialdehyde

体という不安定な中間体を経る代謝経路が成り立つうえで必要不可欠な要素で

ある。 

LysW は C 末端の Glu 残基の-カルボキシル基を介して直接基質と結合する。C

末端の 5 アミノ酸残基(EDWGE)は保存されており、対応する酵素群の認識に関

わっている。T. thermophilus の LysW/LysZ 複合体や LysW/LysY 複合体、

Sulfolobus tokodaii 由来の LysW/ArgX 複合体、Thermococcus kodakarensis

の LysW/LysX 複合体の X 線結晶構造解析により、EDWGE に隣接した数アミ

ノ酸が可動性の高いアームの役割を果たすことが示された(35-37)。LysW はこ

れらの点において、翻訳後修飾により基質と結合するためのアーム領域を付加

される他のキャリアタンパク質と比較して、非常にユニークなキャリアタンパ

ク質といえる。また LysW と PCP は同じアミノ酸の運搬体として機能するがそ

の基質結合様式は異なっている；PCP は 4’-PP 基のチオールを介して基質アミ

ノ酸の-カルボキシル基にチオエステル結合する一方、LysW は基質アミノ酸の

-アミノ基にイソペプチド結合する。LysW は基質のアミノ基に結合することか

ら、以降では LysW 及びそのオルソログをアミノ基キャリアタンパク質(Amino 

group-carrier protein; AmCP)と呼ぶ。 

 

1-2-4 アミノ基キャリアタンパク質を介した代謝経路の普遍性 

好熱性好酸性古細菌 Sulfolobus 属はアルギニン生合成の初発反応であるグルタ

ミン酸の-アミノ基のアセチル化を担う ArgA ホモログ遺伝子をゲノム上に有

しておらず、代わりに-アミノ基へ LysW を転位する LysX ホモログが 2 つコー

ドされている。このうち 1 つは LysX であり T. thermophilus と同様に AAA の

-アミノ基を LysW によって保護修飾する機能を有している。しかしもう一方

のLysXホモログはグルタミン酸の-アミノ基をLysWによって保護修飾するこ
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とが明らかになり、ArgX と名付けられ、リジン生合成だけでなくアルギニン生

合成も LysW を介して行われることが明らかになった。また以降の反応を担う

lysZ, Y, lysJ, lysK ホモログをゲノム上に 1 つずつしか存在しておらず、これら

の酵素がリジン、アルギニンのそれぞれの生合成経路において bi-functional に

機能する(37)。また超好熱性古細菌 Thermococcus kodakarensis では単独の

LysX ファミリータンパク質によって LysW にリジンの前駆体 AAA とアルギニ

ンの前駆体グルタミン酸がともに結合されることが明らかとなった。このよう

にアミノ基キャリアタンパク質を介したアミノ酸生合成経路は古細菌を含む複

数の生物種において存在していることが示されてきた(図 1-10)。 

 

図 1-10 AmCP を介した代謝経路の比較 

各代謝経路にて中心的機能を果たす AmCP をマゼンタで示した。a) 高度好熱性細菌 T. 

thermophilus におけるリジン生合成経路。LysWはリジン生合成のみに関与する。b) 好熱

好酸性古細菌 Sulfolobus 属におけるリジン・アルギニン生合成経路。LysX, ArgX がそれぞ
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れ AAA と Glu を LysW にロードし、以降の反応は bifunctional な酵素群によって行われ

る。c) 放線菌 Streptomyces sp. SANK 60404 おける DADH 生合成経路。LysJ ホモログが

存在しない代わりに、Vzb27/Vzb28, Vzb9 により炭素鎖伸長反応とアミノ基転移反応が触

媒される。 

 

1-2-5 放線菌におけるアミノ基キャリアタンパク質を介した代謝経路 

 放線菌は高 GC 含量グラム陽性菌であり、バクテリアであるにも関わらず糸

状に生育し、多様な形態分化能を持つことが知られている。また、多様な二次

代謝産物生産能でも知られており、これまでに発見された抗生物質のうち 3 分

の 2 は放線菌の生産物である。 

 相同性検索の結果、常温菌である放線菌の複数株のゲノム上にアミノ基キャ

リアタンパク質ホモログをコードしていると思われる遺伝子が見出された。ま

たその近傍には LysXYZK ホモログが保存されていたことから、同キャリアタン

パク質を介した代謝経路が放線菌においても存在することが示唆された。しか

しながら、放線菌は他の一般的な細菌と同様に DAP 経路によってリジンを生合

成し、また ArgA によるアセチル化を初発反応とした経路によってアルギニンの

生合成を行っていることから、アミノ基キャリアタンパク質はリジン・アルギ

ニン生合成以外の物質変換に関与することが示唆された。 

ごく最近、当研究室がゲノム情報を所有する Streptomyces. sp. SANK 60404

のゲノム上にアミノ基キャリアタンパク質遺伝子 Vzb22 が見出され、これとク

ラスター中の LysX, LysY, LysZ, LysK ホモログ(Vzb23, Vzb25, Vzb24, Vzb26)、

Transketolase (Vzb27, Vzb28)及び Transaminase (Vzb9)によりグルタミン酸

から(2S,6R)diamino-(5R,7)dihydroxy-heptanoic acid (DADH)が生合成される

ことが明らかにされ(図 1-10 c)、またそれを生合成中間体とする新規二次代謝産

物 vazabitide A 及び B が同定された(図 1-11)(38)。これによりアミノ基キャリ

アタンパク質を介した二次代謝経路の存在が明らかとなった。vazabitide A, B

はジペプチド化合物であり、バリン骨格と DADH 由来と考えられる

1-azabicyclo[3.1.0]hexane 骨格(以下 azabicyclo 環と記す)を含むアミノ酸骨格

(vazabitide A)、もしくはその加水分解により生じたと考えられる piperizine 環

を含むアミノ酸骨格(vazabitide B)から構成される。vazabitide A と同様の

azabicyclo 環を含む天然化合物はこれまで報告例が少なく、azinomycin A, B 及

び ficellomycin が知られているのみである(図 1-11)(39-41)。これらはいずれも

放線菌の生産する二次代謝産物であり、抗腫瘍・抗菌活性を示す(42)。特に

azinomycin はその抗腫瘍活性から注目され、作用機序について多くの研究がな

されてきた。azinomycin は分子内にエポキシバリン骨格と azabicyclo 環骨格を

有し、これらが DNA 二本鎖の別々の鎖のプリン塩基と共有結合することでアル
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キル化剤として働き、DNA 二本鎖を架橋する(43)。azinomycin 生産菌の

Streptomyces sahachiroi においてその生合成遺伝子クラスターは同定されて

おり、azabicyclo 環の生合成機構については明らかにされていないものの、本

クラスター中に vazabitide 生合成遺伝子クラスターと同様に AmCP を含む

DADH 生合成遺伝子群が含まれていることから、azinomycin の azabicyclo 環

を含むアミノ酸骨格は AmCP を介して生合成されると考えられる (44)。

ficellomycin の生合成遺伝子クラスターに関しては報告されていないが、

vazabitide A との高度な構造類似性から、同じく AmCP を介して生合成される

ことが強く示唆される。 

 

 

図 1-11 AmCP を介して生合成される vazabitide A, B の化学構造と azabicyclo 環を有し

AmCP を介して生合成されると考えられる azinomycin と ficellomycin の化学構造 

 

本研究を始めた当時、相同性検索の結果により Streptomyces sp. SANK 60404

株を含めた 8 菌種がこの AmCP 遺伝子を有していることが明らかとなった。こ

れらの周辺の遺伝子領域を詳細に解析したところ、いずれの菌株においても周

辺領域は多様であり、azinomycin や vazabitide A の生合成遺伝子クラスターと

は異なる遺伝子群が存在していた。また、Streptomycin の生産菌である

Streptomyces griseus のゲノム上にも AmCP 遺伝子が見出された。LysW や

Vzb22の C末端には EDWGEの 5残基が保存されている一方、本菌株の AmCP 

(SGR_3477)は C 末端の保存配列が 57RDWGQ61となっている。この配列では、

生合成酵素の認識に関わると推測される 57 番残基が Arg に、また基質アミノ酸

との結合に必要な C末端Glu残基がGlnに置換されているという特徴を有して

いた。このことから S. griseus の有する AmCP は-アミド基が加水分解してカ

ルボキシル基に変換された後、他の LysW ホモログとは異なる様式で生合成酵

素に認識されるキャリアタンパク質である可能性が考えられ、放線菌における

AmCP マシナリーの多様性が示唆された。 

以上により、AmCP を介した物質変換の仕組みが放線菌において二次代謝経路

に利用されていることが示されるとともに、一定の割合で放線菌に存在し、天

Ficellomycin
Vazabitide A Vazabitide B Azinomycin A    R =

Azinomycin B R =
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然化合物の多様性創出に寄与していることが明らかになりつつある。これが未

知の天然化合物群の生合成に関わっていることは容易に推測される。前述のよ

うにA/CPCといったキャリアタンパク質を介した複雑かつ多様な二次代謝経路

は広く研究されており、またゲノムデータを用いた新規薬剤候補リード化合物

の探索において基本的なターゲットとなっている。一方で当研究室にて発見さ

れた AmCP を介した二次代謝経路は発見されて間もないため、まだ探索の指標

とはなっておらず、またそれによって生合成される化合物の構造は未解明のま

まである。AmCP を指標とした生合成遺伝子クラスターの探索を行い、それが

関わる二次代謝産物の構造を明らかにすることで、未開拓の天然物構造多様性

を明らかにできるものと期待される。また AmCP は azinomycin の抗腫瘍活性

本体である azabicyclo 環形成への関与が示唆されることから、それを介して生

合成される化合物群の生理活性の新規性が期待される。 
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1-3 分子内窒素－窒素(N–N)結合を有する天然化合物 

 微生物のユニークな生体反応は天然物の生合成のみならず、地球規模の物質

循環においても重要な役割を果たしている。地球上の N 原子のほとんどは極め

て安定な N2分子の形で大気中に存在するが、これを生化学反応に利用するため

には N 原子間の結合を切り離し、アンモニアとして固定する必要がある。これ

は窒素固定と呼ばれるプロセスで、根粒細菌等の有するニトロゲナーゼによっ

て触媒される。固定された窒素はその後脱窒や嫌気的アンモニア酸化

(anammox)と呼ばれる生物プロセスによって再び N2分子に変換され、大気へと

還流する。窒素循環に欠くことのできない脱窒、anammox 経路においては、ニ

トロゲナーゼとは対照的な機能を持つ、N 原子間の結合(N–N 結合)形成を触媒

する酵素が重要な役割を果たしている。 

脱窒経路における N–N 結合形成酵素は一酸化窒素還元酵素(NOR)である。NOR

は硝酸呼吸により生じた 2 分子の NO から N2O を生成する。また anammox 代

謝における N–N 結合形成はヒドラジン合成酵素(HZS)によって触媒される。

HZS は NH3と NO からヒドラジン(N2H4)を生成する(45)。ヒドラジンはその後

N2へと酸化され、N2分子が大気へ戻る。一般に anammox 代謝は海洋からの N

の放出の 1 割から 4 割を担うと試算されており(46)、測定地点によっては 7 割

程度と試算される場合もある(47)。 

 一方、これらとは異なる生物プロセスにより、N–N 結合形成の後も窒素が有

機物の形で固定されるケースが存在する。1950 年代に N–N 結合を含む天然化

合物 macrozamine が発見されて以来、現在までに N–N 結合を含む天然化合物

は 200 種類程発見されている(48)。このように報告例は比較的少ないものの、

これらは土壌・海洋性細菌、カビやキノコ、植物、海綿動物など多様な生物か

ら単離される、自然界に普遍的に存在する化合物群である。またその構造多様

性も顕著であり、N–N 結合を形成する N 原子の酸化度や置換基の種類などによ

って複数のクラスに分類されている。加えてこれらは多様な生物活性を示し、

その活性に N–N 結合が重要である場合が複数報告されている(49-54)。例えば、

indolo-sesquiterpene である xiamycin が N–N 結合を介して二量化した

dixiamycin 類は、単量体よりも強い抗菌活性を示す(53)。また、diazofluorene

骨格を有する lomaiviticin Aはdiazo基が脱離した際に生じるラジカルによって

DNA を切断する(50)。 

 これまでに細菌由来のN–N結合を含む天然化合物の生合成遺伝子クラスター

がいくつか報告されており、それらには azoxy 化合物  (valanimycin, 

azoxymycins)、hydrazide 化合物(fosfazinomycins)、diazo 化合物 (kanamycins, 

lomaiviticins, cremeomycin)や環状 hydrazine 骨格を含むペプチド化合物
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(kutzneride)がある(55-62)(図 1-12)。これら化合物の生合成研究は盛んに行われ

てきたが、N–N 結合形成を触媒する酵素の報告はなく、その形成機構は明らか

でない(63)。これら遺伝子クラスターを比較してもすべてに共通した遺伝子は見

出されないことから、天然には N–N 結合の形成機構が複数存在すると考えられ

る。一方、いくつかの遺伝子クラスターではそれらに共通したものが見出され

る(図 1-13)。diazo 化合物 cremeomycin の生合成遺伝子クラスター中に見出さ

れる CreE, CreD により、アスパラギン酸から亜硝酸を生成されることが示され、

これが 3, 2, 4- AHMBA の芳香族アミノ基と未知の機構により縮合することで

diazo 基が形成される(64) (図 1-14)。CreE/CreD ホモログ遺伝子は hydrazide

化合物 fosfazinomycinの遺伝子クラスター中にもFzmM/FzmLとして見出され、

組換え酵素を用いた実験によりこれらホモログが同様の反応を触媒することが

示された(65)。また、CreE/CreD ホモログは diazo 化合物 kinamycin の生合成

遺伝子クラスター近傍や、環状 hydrazine 骨格を含むペプチド化合物

kuztneride の生産菌のゲノム中の離れた位置にもタンデムに存在していること

から、多くの N–N 結合を含む天然化合物に共通した、亜硝酸を介する生合成経

路が存在する可能性が予想されている(64)。一方、fosfazinomycin 生合成遺伝子

クラスター中の FzmNOPQR のホモログ遺伝子は kinamycin やその類縁体

lomaiviticin の生合成遺伝子クラスター中にも見出される。組換え酵素を用いた

実験から FzmQ/FzmR により、N–N 結合を含むヒドラジノコハク酸からアセト

ヒドラジンが生成することが示されているが(図 1-15)、FzmNOP の機能は未解

明である(65)。これら 5 つの遺伝子産物によって、fosfazinomycin、kinamycin、

及び lomaiviticin の生合成に共通した、N–N 結合形成後の代謝経路が形成され

ているものと思われる。 
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図 1-12 生合成遺伝子クラスターが明らかな N–N 結合を含む天然化合物 

図 1-13 N–N 結合を含む天然化合物の生合成遺伝子クラスターの比較 

複数の遺伝子クラスターに共通して見出される遺伝子を共通の色で示した。それら遺伝子

の予想機能を示した。 
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Salinispora pacifica DPJ-0019 – lmaiviticin生合成遺伝子クラスターの一部

Kutzneria sp. 744 – kutzneride生合成遺伝子クラスターの一部と
ゲノム上の離れた位置にコードされたcreD/creEホモログ遺伝子

Streptomyces sp. SoC090715LN-17 – s56-p1生合成遺伝子クラスターの一部

3-carboxymuconate cycloisomerase FAD-dependent monooxygenase adenylosuccinate lyase

N- acetyltransferase hypothetical protein amidase glutamine synthase
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図 1-14 cremeomycin 生合成における CreE/CreD を介した亜硝酸生合成経路

とそれによるジアゾ基形成 

CreE による NADPH, FAD 依存的な多段階酸化反応により、アスパラギン酸がニトロコハ

ク酸に変換されたのち、CreD によって亜硝酸が生成する。亜硝酸は 3,2,4-AHMBA と縮合

し、cremeomycin が生じる。この縮合反応は酸性条件下で非酵素的に進行することが報告

されている。しかし酸処理を行わない培養液中にも cremeomycin が検出されることから、

ジアゾ基形成を担う酵素の存在が予想されている。 

 

 

 

 

図 1-15 fosfazinomycin 生合成における FzmQ/FzmR の触媒する反応 

ヒドラジノコハク酸は CreE/CreD ホモログである FzmM/FzmL により生じた亜硝酸を介

して生合成されると予想されている。FzmQ がヒドラジノコハク酸にアセチル CoA からア

セチル基を転移し、生じた N-アセチルヒドラジノコハク酸は FzmR によってアセトヒドラ

ジドとフマル酸に分解される。アセトヒドラジドは fosfazinomycin の生合成中間体である

と予想されている。興味深いことに FzmQ/FzmR 及び FzmP, FzmO, FzmN の 5 つの酵素

をコードする遺伝子は kinamycin, lomaiviticin の生合成遺伝子クラスター中にも存在して

おり、これら化合物が類似の代謝経路によって生合成されることが示唆されるが、詳細な

解析は一切行われていない。 
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一方で、valanimycin や azoxymycin の生合成遺伝子クラスター中には CreE/D

及び FzmNOPQR のホモログ遺伝子は見出されない。valanimycin は N–N 結合

を含む化合物のうち、その生合成が最もよく研究された化合物であり、N–N 結

合は上述のものとは全く異なる機構によって形成されることが示唆されている

(図 1-16)。valanimycin は valine 由来の iaobutylhydroxylamine と serine が

tRNA 依 存 的 に 縮 合 し て 生 じ た 不 安 定 な エ ス テ ル 体

(O-(L-seryl)-isobutylhydroxylamine)を経て生合成される(55,66-70)。エステル

中間体の未知の分子内転移反応によりアゾキシ結合が形成され(70)、生じた

valanimycin hydrate が脱水することで valanimycin が生合成すると示唆され

ている(71)。また azoxymycin 生合成における azoxy 結合は AzoC によって形成

されることが遺伝子破壊株の代謝物分析から示唆されている(62)。AzoC は

aureothin生合成における芳香族アミンの多段階酸化反応を触媒するAurFと相

同性を有している。AurF は in vitro にて p–aminobenzoate (PABA)から多段階

酸化反応によって p–hydroxylaminobenzoate (PHABA)と p–nitrobenzoate 

(PNBA)を生じると同時に、副産物として 2 分子の PABA が azoxy 結合によっ

てつながった化合物を生じることが報告されている(72)。これは多段階酸化反応

の過程で生じた hydroxylamine と nitroso、もしくは 2 分子の nitroso の非酵素

的な縮合によって生じると結論されている。同様にして azoxymycin 生合成にお

いてもAurFホモログであるAzoCによる多段階酸化反応とそれに続く非酵素的

な縮合反応により azoxy 結合が形成されると考えられる(図 1-17)。valanimycin

と azoxymycin の生合成における N–N 結合形成機構の詳細は未解明であるが、

これら化合物の azoxy 結合は明らかに異なる機構により形成されている。同じ

azoxy 結合を有するであっても、その形成機構は異なっていることは、天然に存

在する N–N 結合形成機構の多様性を表しているといえる。 

図 1-16 valanimycin 生合成経路の概略図 

isobutylhydroxylamine と seryl-tRNA の縮合によって生じたエステル中華体から

valanimycin hydrate への変換反応は明らかとなっていない。 
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図 1-17 azoxymycin 生合成における AzoC を介したアゾキシ結合形成の 

予想反応経路 

AurF ホモログである AzoC によって触媒されると予想される反応を実線の矢印で、また非

酵素的に進行すると考えられる縮合反応を点線の矢印にて示した。 
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1-4 本研究の目的 

 前述のとおり、当研究室により発見された AmCP は一次代謝のみならず、二

次代謝にも関与することが明らかにされてきた。AmCP は、昨今のゲノム情報

を指標とした新規有用天然物の探索において基本的な指標となっているモジュ

ラー型合成酵素において中心的な機能を果たすA/PCPとは多くの点において異

なり、まったく新しい二次代謝産物生合成マシナリーであるといえる。データ

ベース検索により、AmCP を介した生合成マシナリーが複数の放線菌に存在す

ることが明らかとなったことから、AmCP を介して生合成されるアミノ酸誘導

体を前駆体とする天然化合物の一群が存在することが示唆された。しかし、現

在までにAmCPを介して生合成される化合物の報告例は vazabitideのみであり、

それによって生合成される化合物群の多様性は明らかでない。本研究では、

AmCP を介した生合成マシナリーを指標として、未開拓な天然化合物多様性を

明らかにすることを試みた。具体的には、AmCP 遺伝子を有する放線菌を探索

することで、その遺伝子クラスターの多様性を明らかにし、またそれらによっ

て生合成される天然化合物を同定することを目指した。 

 以下、[インターネット公表できないため削除] 
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1-5 本論文の構成 

第 2 章は[インターネット公表できないため削除]。 

第 3章では、Streptomyces sp. SoC090715LN-17由来のクラスターに着目し、

その生産物である新規化合物 s56-p1 を同定し、構造決定を行った結果について

述べる。また、遺伝子破壊株の代謝物分析の結果に基づき予想した s56-p1 の生

合成経路について述べる。 

第 4 章は[インターネット公表できないため削除]。 
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第 2 章 インターネット公表できないため削除 
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第 3 章 

3-1 背景及び目的 

 前章の PCR スクリーニングによって、Vzb22 タイプの AmCP 遺伝子を含む

12 個の機能未知遺伝子クラスターを見出した。これらの遺伝子クラスターの

AmCP 遺伝子周辺には DADH 生合成遺伝子群が共通して見出された一方で、多

様な NRPS 遺伝子が見出されたことから、これらの遺伝子クラスターでは

DADH を共通の前駆体としながらも、多様な非リボソームペプチドが生合成さ

れることが示唆された。 

 本章では AmCPを介して生合成される天然化合物の構造多様性について知見

を得るため、前章で見いだされた遺伝子クラスターの生合成産物を探索した。

具体的には、s56 株(Streptomyces sp. SoC090715LN-17)由来の AmCP 遺伝子

を含むクラスターに着目し、その異種発現により生合成産物を発見、構造決定

することを目指した。さらには AmCP を介して生合成される化合物の構造多様

性を生む部分構造の生合成機構に関する知見を得ることを目的とした。 
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3-2 方法 

3-2-1 菌株及び試薬類 

 遺伝子操作では前章と同様の手法で行い、大腸菌は 2×YT 培地を用いて培養

した。コスミドライブラリーは Streptomyces sp. SoC090715LN-17 のゲノムを

用いて作製し、宿主は E. coli XLI Blue MRF’を用いた。大腸菌を用いた in vivo

クローニングは E. coli BW25141 (lacIq rrnBT14 lacZWJ16 phoBR580 

hsdR514 araBADAH33 rhaBADLD78 galU95 endABT333 uidA(MluI)::pir+ 

recA1)に pKD46 導入した E. coli BW25141::pKD46 を宿主として行った。放線

菌の遺伝子領域の異種発現宿主には S. lividans TK23 を用いた。また必要に応

じて Ampicillin (Amp)、Kanamycin (Km)、Chloramphenicol (Cm)、Neomycin 

(Neo)、Apramycin (Apr)及び Hygromycin B (Hyg)をそれぞれ 200 g ml-1、50 

g ml-1、30 g ml-1、25 g ml-1、25 g ml-1及び 160 g ml-1で培地に添加した。 

 遺伝子操作で用いた試薬類はタカラバイオや東洋紡、Bio-Rad から、液体ク

ロマトグラフィーの移動相の添加試薬は Sigma-Aldrich, 和光純薬, TCI から、

またその他の試薬は和光純薬、Sigma-Aldrich、関東化学、ナカライテスク、ニ

ッポン・ジーンから購入した。遺伝子操作に用いたオリゴヌクレオチドはオペ

ロンバイオテクノロジー及びファスマックから購入した。 

 

 

 

3-2-2 目的遺伝子領域のクローニング 

 定法により抽出した Streptomyces sp. SoC090715LN-17 のゲノム 2 g を制

限酵素 Sau3AI によって処理し、BamHI 処理により線状化したゲノム組込み型

コスミドベクターpKU465cos とプラスミド保持型コスミドベクターpOJ446 に

それぞれライゲーションした。得られたライゲーション産物を LAMBDA INN 

in vitro packaging kit (ニッポン・ジーン)を用いてファージにパッケージング

し、E. coli XLI Blue MRF’に導入した。これをそれぞれ適当な抗生物質を含ん

だ 20 枚の LB プレートに塗布し、30 ˚ C で 2 日間培養してコスミドライブラリ

ーを作製した。目的領域を含むコスミドを単離するため、pKU465cos を用いて

作製したライブラリーに対して orf5_Fw/orf5_RvをプライマーとしたPCRスク

リーニングを行った。また pOJ446 を用いて作製したコスミドライブラリーに

対して orf45_Fw/orf45_Rv をプライマーとした PCR スクリーニングを行った

(表 3-2-1)。目的領域を含むコスミド E. coli DH5に導入し、QIAGEN 

Large-construct kit (QIAGEN)を用いてコスミドを調製した。挿入配列のシー

クエンス解析は Genetech inc. (Daejun, South Korea)に依頼して行った。 
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表 3-2-1 コスミドライブラリーのスクリーニングに用いたプライマー 

orf5_Fw 5'-GTGCTTGCGAGCAGGGTC-3' 

orf5_Rv 5'-TCATCGCCGCACCCGATC-3' 

orf45_Fw 5'-GTGAGTGACTTCGACGGA-3' 

orf45_Rv 5'-TCAGCGCCCGATGAGATG-3' 

 

 

3-2-3 目的遺伝子領域の異種発現、放線菌の培養及び代謝物の分析 

 取得したコスミドを異株放線菌 S. lividans TK23 にプロトプラスト・PEG 法

により導入した。2 種類の和合性のコスミドを導入する際は、片方のコスミドを

保持した形質転換体に再度プロトプラスト・PEG 法により二つ目のコスミドを

導入した。得られた形質転換体のシングルコロニーを適切な抗生物質を添加し

た 10 ml の TSB 培地に植菌し、30 ˚C で 2 日間培養した。これを前培養液とし、

適切な抗生物質を添加した 100 ml の生産培地 A に 1.0 %植菌し、振盪速度 180 

rpm にて 27 ˚C で 4 日間培養した。得られた培養液を 20,630 × g で 1 分間遠心

し、上清を 10 倍量のメタノールで希釈したのち、さらに 20,630 × g で 10 分間

遠心し残渣を除いた。得られた上清を表 3-2-2 に示す条件にて分析した。 

 Streptomyces sp. SoC090715LN-17 は以下のようにして培養した：

Streptomyces sp. SoC090715LN-17 のグリセロールストックを YMS++プレー

ト培地に塗り広げ、30 ˚Cで 2日間培養した。得られたシングルコロニーを 10 ml

の TSB 培地に植菌し、30 ˚C で 2 日間培養した。これを前培養液とし、100 ml

の生産培地 Bに 1.0 %植菌し、振盪速度 180 rpmにて 27 ˚Cで 4日間培養した。

代謝物の分析は S. lividans TK23 形質転換体と同様の方法で行った。 

表 3-2-2 放線菌代謝物分析条件 

Column 
ACQUITY UPLC® BEH HILIC, 130 Å, 1.7m 2.1 mm × 

50 mm Column (Waters, Milford, MA, USA) 

Solvent 

A) H2O + 0.1 % formic acid, B) acetonitrile + 0.1 % formic 

acid 

90 to 40 % in 5 minutes for solvent B 

Flow rate 0.4 ml min-1 

Column 

temperature 
40 ˚C 

MS detector Triple TOF® 5600 system (ABsciex, CA, USA) 

Ionization mode ESI (positive) 
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3-2-4 s56-p1 の精製 

 S. lividans TK23::cosA/cosB のシングルコロニーを Neo 25 g ml-1, Apr 25 

g ml-1を含む 30 ml の TSB 培地に植菌し、30 ˚C で 2 日間培養した。これを前

培養液とし、Neo 25 g ml-1, Apr 25 g ml-1を含む 100 ml の生産培地 A が入っ

たバッフル 20 本に 1.0 %植菌し、振盪速度 180 rpm にて 27 ˚C で 4 日間培養し

た。得られた培養液を 2,500 × g にて 4 ˚C で 15 分間遠心分離した。得られた上

清を 100 ml の AG 1-X8 陰イオン交換樹脂(Cl-フォーム)(Bio-Rad)を詰めたカラ

ムにアプライした。2 カラム容量(CV)の蒸留水で担体を洗浄したのち、レジンに

吸着した化合物を 200 mM NaCl溶液にて溶出した。溶出液は 2 CV毎に分画し、

各画分を LC-MS にて分析した。目的化合物を含む画分を混合し、1.0 N HCl 溶

液を用いて pH を 7.0 に調整した。本画分を減圧蒸留により濃縮し、表 3-2-3 に

示す条件にて分画した。目的化合物を含む画分を表 3-2-4、及び表 3-2-5 に示す

条件によりさらに分画したのち、得られた画分を凍結乾燥した。 

 

表 3-2-3 分取液体クロマトグラフィー条件 

Column 
Deverosil RPAQUEOUS-AR-5 (20 × 200 mm) 

(Nomura chemical, Aichi, Japan) 

Solvent H2O 

Flow rate 8.0 ml min-1 

Column temperature ambient 

Injection volume 3.0 ml / injection 

UV detector 

SSC-5410 UV-vis detector (Senshu Scientific, Tokyo, 

Japan) 

Absorbance at 200 nm was monitored. 

 

表 3-2-4 分取液体クロマトグラフィー条件 

Column Deverosil RPAQUEOUS-AR-5 (20 × 200 mm) 

Solvent H2O + 10 mM CH3COONH4 (pH 9.0) 

Flow rate 8.0 ml min-1 

Column temperature ambient 

Injection volume 3.0 ml / injection 

UV detector 
SSC-5410 UV-vis detector 

Absorbance at 267 nm was monitored. 
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表 3-2-5 高速液体クロマトグラフィー条件 

Column 
Deverosil RPAQUEOUS-AR-5 (4.6 × 200 mm) 

(Nomura chemical) 

Solvent H2O + 10 mM CH3COONH4 (pH9.0) 

Flow rate 1.0 ml min-1 

Column temperature ambient 

Injection volume 100 l / injection 

UV detector MD-2010 Plus (Jasco, Tokyo, Japan) 

 

 

3-2-5 s56-p1 の酸分解により生成するヒドラゾンの検出 

 表 3-2-6に示す組成の反応液によって 4-Dimethylaminobenzaldehyde (DAB)

存在下でサンプルを酸処理し、室温で 5 分間放置した。反応液を等量のメタノ

ールで希釈し、20,630 × g で 10 分間遠心し残渣を除いた。得られた上清を表

3-2-7 に示す条件にて分析した。 

 

表 3-2-6 DNFB 誘導体化反応液 

1.0 V Sample 

1.0 V 5 % DNFB dissolved in methanol 

0.5 V DMSO 

0.1 V 2 N NaOH 

サンプル溶液量を 1.0 V として示した。 

 

 

表 3-2-7 UPLC 分析条件 

Column 
ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 130 Å, 1.7 µm, 

2.1 mm × 50 mm (Waters) 

Solvent 

A) H2O + 0.1 % formic acid, B) acetonitrile + 0.1 % 

formic acid 

2 to 98 % in 5 minutes for solvent B 

Flow rate 0.4 ml min-1 

Column temperature 40 ˚C 

UV detector ACQUITY UPLC PDA (Waters) 

MS detector ACQUITY QDa (Waters) 

Ionization mode ESI (positive / negative) 
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3-2-6 化合物 2 の精製 

 S. lividans TK23::cosA のシングルコロニーを Neo 25 g ml-1を含む 30 ml

の TSB 培地に植菌し、30 ˚C で 2 日間培養した。これを前培養液とし、Neo 25 

g ml-1を含む 100 ml の生産培地 A が入ったバッフル 20 本に 1.0 %植菌し、振

盪速度 180 rpm にて 27 ˚C で 4 日間培養した。得られた培養液を 2,500 × g に

て 4 ˚C で 15 分間遠心分離した。上清の pH を 1.0 N HCl 溶液を用いて 2.0 に調

整したのち、活性炭を詰めたカラムにアプライした。2 CV の蒸留水で担体を洗

浄したのち、吸着した化合物をそれぞれ 0 %, 10 %, 50 %, 100 % (v/v)のメタノ

ールを含む 2 CV の溶液で溶出した。目的化合物を含む画分を減圧蒸留してメタ

ノールを除いたのち、AG 50W 陽イオン交換樹脂(H+フォーム) (Bio-Rad)を詰め

たカラムにアプライした。担体に吸着した化合物をそれぞれ 0 M, 0.1 M, 0.5 M, 

1.0 M のアンモニア水を用いて段階的に溶出したのち、目的化合物を含む画分を

減圧蒸留し、さらに AG 1-X8 陰イオン交換樹脂(OH-フォーム) (Bio-Rad)を詰め

たカラムにアプライした。担体に吸着した化合物をそれぞれ 0 M, 0.1 M, 0.5 M, 

1.0 M の炭酸水素ナトリウム溶液を用いて段階的に溶出したのち、目的化合物を

含む画分を減圧蒸留し、表 3-2-8 に示す条件にて分画した。得られた画分に含ま

れる移動相添加物である dibutylammonium acetate (DBAA) (TCI, Tokyo, 

Japan)を除去するため、陰イオン交換樹脂を用いた前述の方法により再度精製

したのち、目的化合物を含む画分を表 3-2-9 に示す条件にて分取した。これによ

り得られた画分を凍結乾燥した。 

 

表 3-2-8 分取液体クロマトグラフィー条件 

Column 
CAPCELL PAK C18 MGII (20 × 200 mm) (Shiseido, 

Tokyo, Japan) 

Solvent 5 % Methanol + 5 mM DBAA (TCI) 

Flow rate 8.0 ml min-1 

Column temperature ambient 

Injection volume 3.0 ml / injection 

UV detector 
SSC-5410 UV-vis detector  

Absorbance at 200 nm was monitored. 
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表 3-2-9 分取液体クロマトグラフィー条件 

Column Deverosil RPAQUEOUS-AR-5 (4.6 × 200 mm) 

Solvent 2 % methanol + 0.1 % trifluoroacetic acid (Wako) 

Flow rate 8.0 ml min-1 

Column temperature ambient 

Injection volume 1.0 ml 

UV detector 
SSC-5410 UV-vis detector 

Aborbance at 200 nm was monitored. 

 

 

 

 

3-2-7 NMR 分析 

 すべての NMR スペクトルは ECA-600 spectrometer (JEOL, Tokyo, Japan)

を用いて取得した。また 1H NMR スペクトル及び各種 2 次元 NMR スペクトル

は 600 MHz、13C NMR スペクトルは 150 MHz にて取得した。分析する化合物

は 90 % H2O + 10 % D2Oの混合液に溶解した。また、すべての測定は室温(25 ˚C)

で行った。 

 

3-2-8  Red 組換え酵素を発現した大腸菌を用いた改変コスミドの作製 

 E. coli BW25141::pKD46 のシングルコロニーを Amp 200 g ml-1 を含む

2×YT 培地に植菌し、30 ˚C で終夜培養した。これを前培養液とし、Amp 200 g 

ml-1を含む 200 ml の 2×YT 培地に 1.0 %植菌した。この際終濃度 50 mM で

L-arabinose を添加した。これを OD600: 0.5 程度となるまで 30 ˚C で培養し、得

られた菌体から定法により電気穿孔方用のコンピテントセルを作製した。これ

に cosA, cosB をそれぞれ導入し、E. coli BW25141::pKD46::cosA 及び E. coli 

BW25141::pKD46::cosB を作製した。表 3-2-10 に示したプライマーを用いて、

pKU487 及び pKU493h を鋳型とした PCR により、約 40 bp のホモロジーアー

ムが付加した耐性遺伝子を増幅した。これを電気穿孔法により、E. coli 

BW25141::pKD46::cosA もしくは E. coli BW25141::pKD46::cosB に導入し、

目的領域に耐性遺伝子が挿入された改変コスミドを取得した。E. coli 

BW25141::pKD46 から抽出したプラスミド画分には pKD46 が混入しているた

め、これをさらに E. coli DH5に導入して単一の改変コスミドを得た。 
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表 3-2-10 改変プラスミドの構築に用いたプライマー 

Oligonucleotide Sequence 
Constructed 

cosmids 

pOJ446_hph_Fw 5'-GCTATGATCGACTGATGTCATCAGCGGTGGAGTGCAATGTCGTGACACAAGAATCCCTG-3'  cosB
hph

 

pOJ446_hph_Rv 5'-ACCTTGCCCCTCCAACGTCATCTCGTTCTCCGCTCATGAGCTCAGGCGCCGGGGGCGGT-3'  cosB
hph

 

orf5_Fw 5'-TCAGCGACACCAGAGCGCCCGCGTGGCTGCGGGATCGCGGTGCGGGTACCGAGCGAACGCGTT-3' orf5cosA 

orf5_Rv 5'-CGTCTCGGTCACACTCCCCGACGAACCGGACACCCCATTCAAATTCGAGCGACTCGAGT-3' orf5cosA 

orf10_Fw 5'-GACCAGGCTTCCGCATTCCGTGCGGTCGAGCGGGCCGGTTAAATTCGAGCGACTCGAGT -3' orf10cosA 

orf10_Rv 5'-CAGCATCTCCTTTTCGAAAGCCTCCGGAGGCCCGTGACATGCGGGTACCGAGCGAACGCGTT-3' orf10cosA 

orf37_Fw 5'-CCGCTCGCCGCATTGACCATCTGAGTGAGGATCACGATGCGGGTACCGAGCGAACGCGTT-3' orf37cosB' 

orf37_Rv 5'-GCGGGCGGTGCGACGGCGGCCCGTCCCGGTCGTGCTTCAAATTCGAGCGACTCGAGTACC-3' orf37cosB' 

orf38_Fw 5'-GGACCTTTCGTGGGATCCGTAGAGAAGCCGATGACGGTGCGGGTACCGAGCGAACGCGTT-3' orf38cosB' 

orf38_Rv 5'-CCGTCCGCTCTTGGCCGACCAGTCGATGAACGACATCGCCATAATTCGAGCGACTCGAGT-3' orf38cosB' 

orf39_Fw 5'-GGCCAAGAGCGGACGGGGCGCGCAGTGGACCGCGTAGACCGGGTACCGAGCGAACGCGTT-3' orf39cosB' 

orf39_Rv 5'-GGCCCCGGTCGGGGTGAGAGCCAGGGCGGCGACGGTCTCAATTCGAGCGACTCGAGTACC-3' orf39cosB' 

orf40_Fw 5'-CCGACCGGGGCCACCTCCCCGCTACCGCAGAGGCTGTCATGACGGGTACCGAGCGAACGCGTT-3' orf40cosB' 

orf40_Rv 5'-CCTCGGAGCTCCACCGGCCCTGGTGCGCCAGGGCGGACTGCTAATTCGAGCGACTCGAGTACC-3' orf40cosB' 

orf41_Fw 5'-GGGCACCCGCTTCTTCGGCACCGGCGAGCAGCGATGACCCGGGTACCGAGCGAACGCGTT-3' orf41cosB' 

orf41_Rv 5'-GATGCGCTTGCGGATCGGTTTGAACTGCGAGGTGAGGAGGCCAATTCGAGCGACTCGAGT-3' orf41cosB' 

orf43_Fw 5'-CTCCGCCCCCACACCCCCCTGAAGGGATGAGTTCCTTTGCGGGTACCGAGCGAACGCGTT-3' orf43cosB' 

orf43_Rv 5'-GAGCTGGTCCTCGACCGAGGGCCATTCGGCGCGGAGCACCGAAATTCGAGCGACTCGAGT-3' orf43cosB' 

orf44_Fw 5'-CCGCCGCGTCGGCAGGGCGGTCAACCCGTGCGCGTGACCCGGGTACCGAGCGAACGCGTT-3' orf44cosB' 

orf44_Rv 5'-GTGCCGGGGCCGGACACGTATGCGGGGTCGCACCTTCTAAATTCGAGCGACTCGAGTACC-3' orf44cosB' 
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3-2-9 ピリドキサールリン酸(PLP)共存下での s56-p1 酸加水分解 

 表 3-2-11 に示す組成の反応液に s56-p1 を添加し室温で 10 分放置したのち、

等量のメタノールを加え、20,630 × g で 10 分間遠心し残渣を除いた。得られた

上清を表 3-2-12 に示す条件にて分析した。 

 

 

表 3-2-11 s56-p1 酸加水分解反応液 (100 l) 

10 mM Pyridoxal phosphate 

0.5 N HCl 

 

 

表 3-2-12  s56-p1 酸加水分解反応液分析条件 

 Column CAPCELL PAK C18 IF 2.0 mm × 50 mm (Shiseido) 

Solvent 
A) H2O + 0.1 % formic acid, B) acetonitrile + 0.1 % formic acid 

2 to 98 % in 5 minutes for solvent B 

Flow rate 0.4 ml min-1 

Column 

temperature 
40 ˚C 

MS detector Triple TOF® 5600 system 

Ionization mode ESI (positive) 
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3-3 結果 

3-3-1  Streptomyces sp. SoC090715LN-17由来のAmCP遺伝子を含むクラス

ターのクローニング 

 本菌株の AmCP 遺伝子周辺には DADH の生合成に必要な生合成酵素ホモロ

グ(Vzb23, Vzb24, Vzb25, Vzb27, Vzb28, Vzb9, 及び Vzb26 の各ホモログ)がコ

ードされているのに加え、8 つの orf (orf37–orf44)からなる機能未知の遺伝子ク

ラスターがコードされていた。BLAST 検索の結果、この遺伝子クラスターは

AmCP 遺伝子とは独立して多くの細菌に分布していることが判明し、orf37–

orf44 は機能的に関連があると考えられた(図 3-3-1)。また、orf37–orf44 は常に

AmCP 遺伝子の近傍にコードされているわけではなく、その周辺領域は多様で

あった。orf37–orf44 ホモログ遺伝子の近傍に AmCP 遺伝子が見出される菌株

は NCBI データベース上に 2 株(Catenulispora acidiphila, Streptomyces sp. 

CNT302)存在するのみであった。orf37–orf44 からなるクラスターは既知化合物

の生合成遺伝子クラスター中には見出されず、その生合成産物を予想すること

は困難であったが、これらは多くの細菌に分布していることから、本遺伝子ク

ラスターは、複数の天然化合物に共通した未知の部分構造の生合成経路をコー

ドしていると予想した。また、Streptomyces sp. SoC090715LN-17においては、

本遺伝子クラスターが AmCPを介した生合成機構と協調して未知の天然化合物

の生合成を行う可能性を考えた。この予想に基づき、Streptomyces sp. 

SoC090715LN-17 における AmCP 含有遺伝子クラスターの範囲を orf5–orf44

の約 50 kb と予想し、生合成遺伝子クラスター全長のクローニングを試みた。

本領域はコスミドベクターの挿入領域の限界(約 40 kb)を超えていたため、単一

のコスミドベクターを用いた全長のクローニングは困難であると予想された。

このため、生合成遺伝子クラスター全長を二種類の和合性のコスミドベクター

を用いてクローニングすることとした。 

 ゲノム組込み型コスミドベクターpKU465cosとプラスミド保持型コスミドベ

クターpOJ446をベースとした Streptomyces sp. SoC090715LN-17のコスミド

ライブラリーをそれぞれ作製した。pKU465cos を用いたライブラリーと

pOJ446 を用いたライブラリーそれぞれ orf5 (“vzb23”)と orf45 (SDR 

superfamily)を標的としたプライマーを用いて PCR スクリーニングし、それぞ

れのライブラリーから cosA 及び cosB を取得した。これらコスミドのシークエ

ンス解析により、cosAはorf0–orf34を含む48,321 bpの領域を挿入配列に有し、

cosB は orf22–orf50 を含む 37,856 bp の領域を挿入配列に有していることが判

明した。これにより両コスミドにより合わせて 67,922 bp の領域をクローニン

グすることができた。cosA は全ての DADH 生合成遺伝子及び 3 つの NRPS 遺
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伝子を含む一方、cosBは一部のDADH生合成遺伝子及び 1つのNRPS遺伝子、

orf37–orf44 からなる保存されたクラスターを含んでいた。本領域にコードされ

た遺伝子の配向と BLAST 検索により予想された機能を図 3-3-2、及び表 3-3-1 

に示した。 

 

 

 

図 3-3-1 細菌に分布する 8 つの orf から成る機能未知遺伝子カセット 

orf37–orf44ホモログ遺伝子からなる細菌に広く分布した機能未知遺伝子クラスターのうち

代表的なものを示した。ホモログ遺伝子は同じ色で示した。また各遺伝子名及びアノテー

ションを記した。 
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図 3-3-2 cosA, cosB に含まれる遺伝子の配向 

cosA に含まれる領域を実線で、cosB に含まれる領域を破線で示した。 

 

表 3-3-1 cosA 及び cosB に含まれる領域にコードされた遺伝子の予想機能 

ORF AA Proposed function Homologous protein [Origin] Id/Si 

ORF0 472 hypothetical protein sporulation associated protein [Streptomyces pactum] 86/91 

ORF1 678 aminotransferase asparagine synthase [Streptomyces flavogriseus ATCC 33331] 69/78 

ORF2 403 hypothetical protein DNA polymerase III subunit delta [Streptomyces bingchenggensis BCW-1] 80/87 

ORF3 337 hypothetical protein hypothetical protein SCAT_2854 [Streptomyces cattleya NRRL 8057 = DSM 46488] 39/54 

ORF4 522 hypothetical protein probable exported protease [Streptomyces venezuelae ATCC 10712] 62/75 

ORF5 278 glutamate--AmCP ligase Vzb23 [Streptomyces sp. SANK 60404] 65/76 

ORF6 590 NRPS (A-PCP) peptide synthetase [Renibacterium salmoninarum ATCC 33209] 64/78 

ORF7 412 cytochrome P450  cytochrome P450 [Micromonospora aurantiaca ATCC 27029] 58/73 

ORF8 1030 NRPS (A-PCP-C) peptide synthetase [Renibacterium salmoninarum ATCC 33209] 51/65 

ORF9 256 NRPS (TE) thioesterase [Streptomyces tsukubaensis NRRL18488] 56/70 

ORF10 398 amide synthase phosphoribosylglycinamide synthetase [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 79/90 

ORF11 342 
AmCP-L-glutamyl-5-phosphate 

reductase 
Vzb24 [Streptomyces sp. SANK 60404] 63/74 

ORF12 290 AmCP-L-glutamate kinase Vzb25 [Streptomyces sp. SANK 60404] 62/70 

ORF13 187 adenylsulfate kinase Vzb20 [Streptomyces sp. SANK 60404] 70/81 

ORF14 315 sulfate adenyltransferase Vzb19 [Streptomyces sp. SANK 60404] 80/88 

ORF15 451 sulfate adenyltransferase Vzb18 [Streptomyces sp. SANK 60404] 81/86 

ORF16 385 transporter sulfate ABC transporter substrate-binding protein [Streptomyces sp. CNT302] 84/90 

ORF17 267 transporter ABC transporter ATP-binding protein [Streptomyces pristinaespiralis ATCC 25486] 84/89 

ORF18 296 transporter transport system integral membrane protein [Streptomyces ambofaciens ATCC 23877] 76/85 

ORF19 110 hypothetical protein hypothetical protein [Kitasatospora setae KM-6054] 83/89 

ORF20 234 phosphopantetheinyl transferase  phosphopantetheinyl transferase [Streptomyces pristinaespiralis ATCC 25486] 45/55 

ORF21 65 amino group carrier protein (AmCP) Vzb22 [Streptomyces sp. SANK 60404] 59/78 

ORF22 323 transketolase Vzb28 [Streptomyces sp. SANK 60404] 58/71 

ORF23 280 transketolase Vzb27 [Streptomyces sp. SANK 60404] 60/71 

ORF24 431 aminotransferase Vzb9 [Streptomyces sp. SANK 60404] 56-67 

ORF25 345 hypothetical protein Vzb10 [Streptomyces sp. SANK 60404] 40/54 

ORF26 191 hypothetical protein Vzb11 [Streptomyces sp. SANK 60404] 52/67 

ORF27 216 hypothetical protein Vzb21 [Streptomyces sp. SANK 60404] 49/66 

ORF28 372 AmCP-DADH carboxypeptidase Vzb26 [Streptomyces sp. SANK 60404] 70/78 

ORF29 1350 NRPS(C-A-PCP-TE) Vzb7 [Streptomyces sp. SANK 60404] 38/51 

ORF30 383 dehydrogenase Vzb6 [Streptomyces sp. SANK 60404] 40/56 

ORF31 384 dehydrogenase Vzb5 [Streptomyces sp. SANK 60404] 40/48 

ORF32 270 regulator two component LuxR family transcriptional regulator [Streptomyces sviceus ATCC 29083] 82/89 

ORF33 58 hypothetical protein predicted protein [Streptomyces sviceus ATCC 29083] 44/56 

ORF34 987 regulator transcriptional activator [Streptomyces sviceus ATCC 29083] 79/87 

ORF35 328 amide synthase phosphoribosylglycinamide synthetase [Streptomyces sviceus ATCC 29083] 74/83 

ORF36 185 hypothetical protein conserved hypothetical protein [Streptomyces sviceus ATCC 29083] 76/85 

ORF37 383 dehydrogenase acyl-CoA dehydrogenase domain-containing protein [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 81/88 

ORF38 437 oxygenase L-lysine 6-monooxygenase [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 85/90 

ORF39 352 oxidoreductase FAD dependent oxidoreductase [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 74/82 

ORF40 661 ligase methionine--tRNA ligase [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 78/86 

ORF41 505 ligase AMP-dependent synthetase and ligase [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 78/86 

ORF42 87 hypothetical protein hypothetical protein Caci_6316 [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 83/86 

ORF43 205 acetyltransferase N-acetyltransferase GCN5 [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 79/90 

ORF44 342 acyltransferase 
peptidase C45 acyl-coenzyme A:6- aminopenicillanic acid acyl-transferase [Catenulispora acidiphila 

DSM 44928] 
76/84 

ORF45 257 dehydrogenase short-chain dehydrogenase/reductase SDR [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 75/84 

ORF46 393 esterase acetyl esterase [Streptomyces sviceus ATCC 29083] 69/82 

ORF47 294 acyltransferase 3-oxoacyl-ACP synthase [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 73/83 

ORF48 87 hypothetical protein hypothetical protein Caci_6311 [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 49/68 

ORF49 661 hypothetical protein hypothetical protein [Streptomyces violaceusniger Tu 4113] 46/57 

ORF50 652 hypothetical protein hypothetical protein Caci_6300 [Catenulispora acidiphila DSM 44928] 62/75 
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3-3-2  Streptomyces sp. SoC090715LN-17由来のAmCP遺伝子を含むクラス

ターの異種発現による s56-p1 の発見 

 Streptomyces sp. SoC090715LN-17 由来の AmCP 遺伝子を含む遺伝子クラ

スターの産物を同定することを目指し、本遺伝子クラスターの異種発現を行っ

た。プロトプラスト-PEG 法により、異種放線菌 Streptomyces lividans TK23

に cosA と cosB を段階的に導入し、S. lividans TK23::cosA/cosB を作製した。

また対照として、cosA 及び挿入配列を持たない pOJ446 を保持した S. lividans 

TK23::cosA/pOJ446 を作製した。これら形質転換体を培養し、培養上清を

LC-MS を用いて分析したところ、S. lividans TK23::cosA/cosB の代謝物中に、

予想分子式 C16H27N6O9S (m/z 479.1555 [M+H]+) に相当する m/z 479.1564 

[M+H]+を示す新たな化合物の蓄積を見出した（図 3-3-3a）。本化合物は S. 

lividans TK23::cosA/pOJ446 の代謝物中には見出されなかったことから、cosB

に含まれる遺伝子がその生合成に必須であることが示唆された。また興味深い

ことに、本化合物は親株である Streptomyces sp. SoC090715LN-17 の代謝物中

にも見出された。これにより本化合物の異種生産に成功したといえる。親株に

おける本化合物の生産量は形質転換体のそれと比較して著しく少量だった。本

化合物を s56-p1 と名づけ、その化学構造を決定するために単離を試みた。 

 S. lividans TK23::cosA/cosB を生産培地 A で培養し、その培養上清から、陰

イオン交換カラム及び逆相系カラムを用いた各種分取用液体クロマトグラフィ

ーにより目的化合物を精製した。なお、目的化合物は酸・塩基性条件下で容易

に分解することが判明したため、精製の過程で画分の pH は常に中性になるよう

調整した。その結果、2.0 L の培養液から 12.0 mg の、やや橙色を呈した粉末を

得た。この粉末を 90 % H2O + 10 % D2O の混合液に溶解し、一次元 NMR (1H, 

13C)及び各種 2 次元 NMR (1H-1H COSY, 1H-13C HSQC, 1H-13C HMBC, 1H-15N 

HMBC)による分析に供した。得られたスペクトルから s56-p1 の全体構造を図

3-3-4 のように決定した。s56-p1 はグリシンと DADH 由来と考えられるアミノ

酸骨格からなるジペプチドであった。興味深いことに、DADH 由来骨格は高度

に修飾されており、ピロリジン環の窒素原子が水酸化されていたほか、スルフ

ィド結合を介して N-アセチルシステインが結合していた。これらに加え興味深

いことに、天然物ではこれまで前例のない glyoxylate hydrazone ユニットがエ

ステル結合により付加していた。glyoxylate hydrazone 部分構造は以下の点に

基づき決定した：①s56-p1 は 267 nm 付近に極大吸収を有するが、これはメチ

ルエステルグリオキルヒドラゾンの極大吸収波長と類似している(文献値: 269 

nm) (図 3-3-5a)。②1H-15N HMBC により、H13 から 2 つの N 原子(N14 と

NH2-15) へ の 相 関 が み ら れ た （ 図 3-3-5b ）。 ③ s56-p1 を 4- 

dimethylaminobenzaldehyde (DAB)存在下で酸処理したところ、極大吸収波長
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485 nm を有するアジン化合物の形成が確認された（図 3-3-6）。これは s56-p1

の酸分解によりヒドラジン(N2H4)が生成したことを示しており、s56-p1 分子内

に窒素原子同士の共有結合(N-N 結合)が存在することを示している。 

 s56-p1 が AmCP を介して生合成されるか検証するため、AmCP に初発物質

であるグルタミン酸を結合する機能を有するVzb23のホモログ遺伝子 orf5の破

壊株を作製した。まず、 Red 組換え酵素を発現した大腸菌を用いて、cosA 上

の orf5をアプラマイシン耐性遺伝子 aac(3)IVを挿入して破壊したorf5cosAを

作製した。同様にして cosB のベクター領域にコードされている aac(3)IV 遺伝

子をハイグロマイシン B 耐性遺伝子 hph に置き換えた改変コスミド cosBhphを

作製した。これらを S. lividans TK23 に導入し、orf5 の破壊株 S. lividans 

TK23::orf5cosA/cosBhphを作製した。orf5 破壊株の培養上清を LC-MS にて分

析したところ、s56-p1 の生産が失われていた（図 3-3-3a）。このことから、orf5

が s56-p1 の生合成に関与することが示唆され、s56-p1 は AmCP を介して生合

成されることが強く示唆された。 

 

 

 

図 3-3-3  Streptomyces sp. SoC090715LN-17及び S. lividans TK23形質転換

体代謝物の LC-MS による分析 

a) XIC; m/z 479.1555 及び s56-p1 の構造を示した。b) XIC; m/z 336.1224 及び

化合物 2 の構造を示した。 
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図 3-3-4 s56-p1 の構造解析 
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図 3-3-5 

a) s56-p1 の UV 吸収スペクトル 

b) s56-p1 の 1H-15N HMBC 相関。横軸にH、縦軸にNを示した。 

H13 (6.97 ppm)から N-14 (361.4 ppm)と NH2-15 (121.0 ppm)への相関が確認できる。 

 

図 3-3-6 s56-p1 の酸分解により生成したヒドラジンの検出 

a) hydrazine と p-(dimethylamino)benzaldehyde (DAB)の縮合反応 

b) DAB 存在下で酸処理した s56-p1 溶液の UPLC による分析 
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3-3-2 遺伝子破壊株の代謝物分析(orf10, orf37–orf44) 

 前節にて対照として用いた S. lividans TK23::cosA/pOJ446 の代謝物中に予

想分子式 C12H22N3O6S (m/z 336.1224 [M+H]+) に相当する m/z 336.1227 

[M+H]+を示す新たな化合物 2 が顕著に蓄積していることを見出した。本化合物

は S. lividans TK23::cosA/cosB の代謝物中にも見出される一方、S. lividans 

TK23::cosA/cosB か ら orf5 だ け を 消 失 さ せ た S. lividans TK23:: 

orf5cosA/cosBhphのそれには見出されなかったことから、AmCP を介して生合

成されることが示唆された。化合物 2 の化学構造を決定するため、本化合物の

単離を試みた。 

 検討の結果、化合物 2 は s56-p1 とは異なり、酸・塩基性条件下でも安定であ

ることが判明した。cosA のみを保持した形質転換体 S. lividans TK23::cosA の

培養上清から、活性炭カラム、陰イオン交換カラム及び各種分取用液体クロマ

トグラフィーを用いて目的化合物を単離した。その結果、2.0 L の培養液から

29.3 mg の白色の粉末を取得した。これを重水に溶解し、一次元 NMR (1H, 13C)

及び各種 2 次元 NMR (1H-1H COSY, 1H-13C HSQC, 1H-13C HMBC)による分析

に供した。得られたスペクトルから化合物 2 の全体構造を図 3-3-7 のように決定

した。化合物 2 は s56-p1 の部分構造であり、DADH 由来骨格からピロリジン

環の水酸基とグリオキルヒドラゾン部位を除いた構造を有していた。このこと

から、化合物 2 は s56-p1 の生合成中間体であること、及び s56-p1 の DADH 由

来骨格の生合成に必要な遺伝子は全て cosAにコードされていることが示唆され

た。 

 次に s56-p1 のグリシンと DADH 由来骨格間のペプチド結合形成機構に着目

した。s56-p1 生合成遺伝子クラスター中には 3 つの nrps 遺伝子(orf6, orf8, 

orf29)がコードされている。各 NRPS のドメイン構造は以下のとおりである: 

ORF6; A-T, ORF8; A-T-C, ORF29; C-A-T-TE。各 A ドメインの予想基質を前節

の表に示した。ORF6 の A ドメイン(ORF6-A)はバリンを基質とすることが予想

される一方、ORF8-A の基質認識モチーフは既知ものと相同性を示さず、その

基質は予想できなかった。ORF29-A の基質認識モチーフは Vzb7-A と同一であ

るため、ORF29-A は Vzb7-A と同様に DADH もしくはその誘導体を基質とす

ると考えられる。 

s56-p1はジペプチド化合物であることからその生合成にはこれらNRPSの関

与が予想される。また ORF29 の A ドメインが DADH またはその誘導体を基質

とすることから、本 A ドメインの直上の C ドメイン(ORF29-C)が、グリシンと

DADH 由来骨格間のペプチド結合形成を担うと考えられる。しかし、ORF29-C

のアミノ酸配列を既知の C ドメインのものと比較したところ、活性に必要とさ

れる His モチーフ(HHxxxDG)に相当する配列が 165PALVCDS171に置換してい
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ることが明らかとなった（図 3-3-8）。このことから ORF29-C は C ドメインと

して不活性である可能性が考えられ、s56-p1 におけるペプチド結合は C ドメイ

ンとは異なる機構により形成される可能性が示唆された。 

Vzb24 ホモログをコードしている orf11 の隣に位置する orf10 は ATP grasp

スーパーファミリーに属するタンパク質をコードしている。本ファミリーのタ

ンパク質は ATP 依存的にカルボキシル基を活性化し、ペプチド結合形成を触媒

しうることから、ORF10 が s56-p1 のペプチド結合形成に関与する可能性を考

え、前述の方法と同様にして orf10 を破壊した組換え株 S. lividans 

TK23::orf10cosA/cosBhph を作製した。本破壊株の代謝物を分析したところ、

s56-p1 の生産が消失していたことから、ORF10 が s56-p1 の生合成に関与する

ことが示唆された(図 3-3-9a)。一方、S. lividans TK23::orf10cosA/cosBhphの

代謝物を精査したところ、予想分子式 C14H24N5O7S (m/z 406.1391 [M+H]+) に

相当する m/z 406.1390 [M+H]+を示す新たな化合物 3 が蓄積していることが判

明した(図 3-3-9b)。化合物 3 のイオンピークは s56-p1 の MS/MS スペクトル中

にも存在したことから、これは s56-p1 の部分構造であることが示唆された。ま

た MS/MS スペクトル中のイオンピークを s56-p1 の構造に帰属したところ、こ

れは s56-p1からグリシン部分とピロリジン環の水酸基を欠いた構造であること

が強く示唆された(図3-3-10)。ORF29-CがHisモチーフを欠くことに加え、orf10

の破壊により、グリシン部分を欠いたと予想される化合物 3 が蓄積したことか

ら、s56-p1 のペプチド結合は NRPS の C ドメインではなく ATP grasp ファミ

リータンパク質である ORF10 が担うことが示唆された。加えて、蓄積した化合

物 3 のピロリジン環が水酸化されていなかったことから、この水酸基はグリシ

ンとの結合よりも後に導入されると推測される。 

orf37–orf44 は多くの細菌に保存された遺伝子クラスターを形成しており、機

能的に関連していることが予想される。この遺伝子クラスターが s56-p1 の生合

成に関与するか検討するため、 Red 組換え酵素を発現した大腸菌を用いて、

cosBhphの挿入配列中の orf37, orf38, orf39, orf40, orf41, orf43, 及び orf44 の各

遺伝子に aac(3)IV 遺伝子を挿入して破壊した改変コスミドを作製した。これら

をそれぞれ cosAと共にS. lividans TK23に導入し、各遺伝子破壊株を作製した。

これら破壊株を培養し代謝物を分析したところ、いずれの形質転換体において

も s56-p1 の生産能は失われていた（図 3-3-11）。また、化合物 3 の生産能も失

われていた一方、化合物 3 から glyoxylate hydrazone ユニットを欠いた化合物

2 の生産能は維持されていた（図 3-3-12、図 3-3-13）。このことから、orf37–orf44

の遺伝子が、s56-p1 の glyoxylate hydrazone ユニットの生合成に関与する可能

性が示唆された。 
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図 3-3-7 化合物 2 の構造解析 
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図 3-3-8 C ドメインのアミノ酸配列アライメント 

s56-p1 生合成遺伝子クラスター中の ORF29、Vazabitide A 生合成遺伝子クラスター中の

Vzb7、Surfactin 生合成酵素 SrfA-C、enterobactin 生合成酵素の EntF、Vibriobactin 生合

成酵素の VibH 及び本研究により見出された Micromonospora sp. SS080624GE-03 由来の

GE-03_NRPS1、Streptomyces sp. Sp080902JE-04 由来の JE-04_NRPS2 の C ドメインの

配列を用いた。また His モチーフ(HHxxxDG)を赤枠で示した。 
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図 3-3-9 orf10 破壊株の代謝物分析 

a) s56-p1に相当するm/z 479.1555のXICを示した。 b) 化合物 3に相当するm/z 406.1391

の XIC を示した。orf10 の破壊株において化合物 3 の蓄積が観察された。 

 

 

 

図 3-3-10 s56-p1 の MS/MS スペクトル及びフラグメントの帰属予想 

 

 

 

 

 

s56-p1 (1): m/z 479.1555 [M+H]+
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図 3-3-11 細菌に広く保存されたクラスターにコードされた遺伝子 

(orf37–orf44)の破壊株の代謝物分析 

s56-p1 の構造及び、それに相当する m/z 479.1555 の XIC を示した。各遺伝子の破壊によ

り、s56-p1 の生産が消失した。 
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図 3-3-12 細菌に広く保存されたクラスターにコードされた遺伝子 

  (orf37–orf44)の破壊株、及び orf10 破壊株の代謝物分析 

化合物 3 の予想構造及び、それに相当する m/z 406.1391 の XIC を示した。各遺伝子の破壊

株において hydrazone unit を有する化合物 3 の生産は失われた。 
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図 3-3-13 細菌に広く保存されたクラスターにコードされた遺伝子 

(orf37–orf44)の破壊株の代謝物分析 

化合物 2 の構造及び、それに相当する m/z 336.1224 の XIC を示した。各遺伝子の破壊株に

おいて s56-p1 の DADH 由来構造である化合物 2 の生産は維持された。 
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3-4 考察 

本節では、前節におけるスクリーニングで見出された AmCP 遺伝子を含む機

能未知遺伝子クラスターのうち、Streptomyces sp. SoC090715LN-17 由来の遺

伝子クラスターの機能解析を行った。本株の AmCP 遺伝子の近傍にはすべての

DADH 生合成遺伝子に加え、3 つの NRPS をコードする遺伝子が見出されたほ

か、細菌に広く保存された 8 つの orf からなる機能未知の遺伝子カセットが存在

していた。本遺伝子カセットは既知化合物の遺伝子クラスター中には見出され

ず、その生合成産物を予想することは困難であったが、その保存性から、機能

的に重要な化合物の生合成を担う可能性が予想された。そこで本株においては、

近傍に存在するこの遺伝子カセットが AmCPを介した生合成マシナリーと協調

して二次代謝産物を生合成する可能性を予想し、異種放線菌宿主における遺伝

子クラスターの異種発現系を基盤とした機能解析を試みた。全長約 70 kb の遺

伝子領域を 2 種類の和合性コスミドベクターを用いてクローニングし、これら

を異種放線菌 S. lividans TK23 に導入して、遺伝子クラスター全体を宿主内で

再構成した。本形質転換体の代謝物を分析したところ、新たな化合物 s56-p1 の

生産を確認した。興味深いことに本化合物は親株である Streptomyces sp. 

SoC090715LN-17 の代謝物中にも確認された。このことから、異種放線菌に導

入した約 70 kb の DNA 断片に s56-p1 の全生合成遺伝子がコードされているこ

とが明らかとなった。また、AmCP に基質グルタミン酸を結合する機能を担う

Vzb23 ホモログである ORF5 遺伝子を破壊した改変コスミドを作製し、これを

導入した破壊株 S. lividans TK23::orf5cosA/cosBhphの代謝物を分析したとこ

ろ、s56-p1 の生産は失われていた。このことから s56-p1 は AmCP を介した機

構により生合成されることが明らかとなった。 

親株における s56-p1 の生産量は微量であり、代謝物の解析だけからその生産

を検知することは難しかったが、標的遺伝子クラスターを導入した異種放線菌

宿主において新たに生産された化合物の分析を介して初めてその存在に着目す

ることができた。これは近年データベースに蓄積しつつある機能未知の遺伝子

クラスターの解析において、異種放線菌宿主による発現系の一定の有効性を示

すものである。本研究でみられた異種放線菌宿主における目的化合物の生産量

増加のメカニズムは今のところ定かではないが、例えば異種放線菌宿主におい

て前駆体の供給が増強されたことなどが考えられる。今後微生物ゲノム中に多

様に存在する機能未知遺伝子クラスターの効率的な解析を目指す上で、異種発

現はやはり有効な手段のひとつであると考えられる。 

 s56-p1 を単離精製し、1H-15N HMBC を含む各種 NMR 測定により構造解析

を行った。その結果、s56-p1 はグリシンと DADH 由来骨格からなるジペプチド
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であり、DADH 由来骨格に含まれるピロリジン環は、水酸基及び N-アセチルシ

ステインのほか、天然物では前例のない glyoxylate hydrazone ユニットによっ

て高度に修飾されていることが明らかとなった。s56-p1 の構造は AmCP を介し

て生合成される vazabitide A や、AmCP を介して生合成されることが強く示唆

される azinomycin B 及び ficellomycin と比較して大きく異なっており、特異な

官能基を有していた(図 3-4-1)。これにより、AmCP を介して生合成される天然

化合物の構造多様性の一端を示されるとともに、その構造多様性は NRPS によ

って縮合されるアミノ酸の種類によってだけでなくDADH由来骨格を母核とし

たが様々な修飾によって創出されることが明らかとなった。AmCP を介した生

合成マシナリーは構造多様化の母核の生合成マシナリーであるといえ、このこ

とは新規性の高い天然化合物を探索するうえで AmCP遺伝子が優れた指標とな

ることを表している。今後本研究で見出された AmCP 遺伝子を含む他の遺伝子

クラスターの解析により、DADH 母核修飾構造の多様性がさらに拡充されるこ

とが期待される。 

 

 

図 3-4-1 AmCP を介して生合成される天然化合物の構造多様性 

AmCPを介して生合成される s56-p1, vazabitide A および AmCP を介して生合成されるこ

とが強く示唆されている azinomycin B, ficellomycin の構造を示した。 

 

 

 

 

 

 

ficellomycinAzinomycin B

vazabitide A

s56-p1
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 s56-p1 の生合成遺伝子クラスター中にはすべての DADH 生合成遺伝子ホモ

ログのほか、vazabitide A 生合成遺伝子クラスター(vzb クラスター)に共通する

遺伝子が複数見出された(orf13, “vzb20”; orf14, “vzb19”; orf15, “vzb18”; orf25, 

“vzb10”; orf26, “vzb11”; orf27, “vzb21”; orf29, “vzb7”; orf30, “vzb6”; orf31, 

“vzb5”)。これらの遺伝子はいずれもそのホモログが azinomycin B 生合成遺伝

子クラスター(azi クラスター)にも共通して存在することから、vazabitide A や

azinomycin Bの特徴的なアザビシクロ環の形成に関与することが予想されてい

た（平成 25 年度 長谷部文人 博士論文）。さらに Vzb21 が DADH に対して

PAPS を供与体として硫酸基を転移する活性を有することが明らかとなった（平

成 27 年度 長谷部文人 農芸化学会）。また ORF29-C は縮合反応を触媒しな

ことが示唆されたため、DADH 由来骨格は ORF29-PCP 上での環形成の後、

ORF29-TE によって PCP から切り離されると考えられる。以上のことから予想

されるアザビシクロ環形成経路を図 3-4-2 に示した。 

 

 

図 3-4-2 アザビシクロ環を含むアミノ酸の予想生合成経路 

 

 本研究で取得した cosA 及び cosB には DADH 生合成遺伝子及び vzb クラス

ターと azi クラスターに共通する遺伝子のホモログが全て含まれている。しかし

これらを導入した形質転換体の代謝物中にはアザビシクロ環含有化合物は見出

されない一方、ピロリジン環に N-アセチルシステインが付加した s56-p1、化合

物 2, 3 (等)が蓄積した。N-アセチルシステインは複数の天然物に共通してみら

れる部分構造であり(73-76) (図 3-4-3)、Mycothiol (MSH)を介した解毒代謝経路

により付加されることが知られている(77)。MSH は放線菌細胞内に存在する低

AmCP-

mediated 

machinery 

ORF5, ORF11, ORF12,

ORF21, ORF22, ORF23, 

ORF24, ORF28
Glu

DADH

ORF27

“Vzb21”

ORF25, ORF26

“Vzb10, Vzb11”

“Vzb7-A” ORF29-A

ORF30, ORF31

“Vzn5, Vzb6”

spontaneous 

cyclization?ORF29-TE

ORF29-PCPORF29-PCPORF29-PCP
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分子チオールであり、求電子性のアルキル化剤などの毒素と共有結合して無毒

化 す る 機 能 を 担 う (78,79) 。 MSH は

1D-myo-inositol-2-amino-2-deoxylglucopyranoside (Glc-Ins)に N-アセチルシ

ステインがペプチド結合によりつながった構造を有しており(80,81)、そのチオ

ール基が求電子剤と共有結合を形成する。これにより形成された

MSH-S-conjugate はその後ペプチダーゼ Mca により加水分解され、Glc-Ins 部

分が脱離する。N-アセチルシステインが付加して不活化した化合物は排出機構

により細胞外に放出される。一方、本章で対象とした遺伝子クラスターによっ

て形成されると考えられるアザビシクロ環は DNA のアルキル化活性の活性本

体として機能する。azinomycin B ではアザビシクロ環が開環することで核酸の

アデニン塩基のN7原子と共有結合したピロリジン環が生じる（図 3-4-4）(42,43)。

本研究により見出された s56-p1、化合物 2、化合物 3 はいずれも求核攻撃を受

けて開環したアザビシクロ環に一致する構造を有していることから、これらは

アザビシクロ環が MSH 依存的な解毒代謝経路により修飾を受けた化合物であ

ると推測している。 

 

 

 

図 3-4-3 N-アセチルシステインを含む化合物の例 

N-アセチルシステイン残基を赤色で示した。 

 

 

 

cyslabdan lactacystin R = CH3, seongomycin

R = C2H5, homoseongomycin
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図 3-4-4 azinomycin B における DNA アルキル化反応と 

本研究における MSH を介した化合物 2 の予想生成機構 

アザビシクロ環が求核攻撃を受けて生じたピロリジン環を赤色で示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MSH

S- comjugate

Glc-Ins

化合物2

azinomycin B

guanine base

Mca

DNA interstrand cross-links
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 s56-p1生合成遺伝子クラスター中のATP-graspファミリーのタンパク質をコ

ードしているORF10遺伝子を破壊したところ、s56-p1の生産は失われる一方、

s56-p1からグリシンとN–水酸基を欠いたものと予想される化合物3が新たに蓄

積した。ATP grasp ファミリーのタンパク質は ATP 依存的にペプチド結合を形

成しうることから、s56-p1 におけるグリシンと DADH 由来骨格間のペプチド結

合は NRPS によってではなく、ORF10 によって形成されるものと考えられる。

実際、NRPS である ORF29 の C ドメインは縮合反応に必要な His モチーフを

欠いており、ORF29 にロードされた DADH 骨格と他の NRPS にロードされた

アミノ酸骨格間の縮合反応を触媒しないことが示唆される。一方、スクリーニ

ングによって見出された他の遺伝子クラスターに見出される ORF29 のホモロ

グ(GE-03_NRPS1, JE-04_NRPS2)の C ドメインは His モチーフを有していた

ことから、これらは Vzb7 と同様に近傍の NRPS と協調して DADH 骨格を含む

ペプチド性化合物を生合成すると考えられる。DADH 由来アミノ酸と他のアミ

ノ酸を NRPS ではなく、サイズの小さい ATP grasp ファミリーのタンパク質に

よって縮合する機構は s56-p1 の生合成特有のものと考えられる。今後 ORF10

のエンジニアリングにより基質特異性を人為的に改変することで、DADH 由来

骨格とグリシン以外のアミノ酸が結合した類縁体創成への応用が期待できるか

もしれない。 

 s56-p1 生合成遺伝子クラスター中の orf37, orf38, orf39, orf40, orf41, orf43, 

orf44 のいずれの破壊によっても化合物 2 の生産能は維持された一方、化合物 2

に glyoxylate hydrazone ユニットが付加したと思われる化合物 3 の生産能は失

われた。orf38 は L-lysine 6-monooxygenase とアノテーションされるタンパク

質をコードしており、ornithine N-hydroxylase である KtzI と 32 %の相同性を

有している。KtzI は Kutzneride の部分構造である環状ヒドラジン骨格を含む

非タンパク性アミノ酸 Piperazic acid の生合成の初発反応を担っている。KtzI

により生成した N5 -hydroxy ornithine から Piperazic acid への変換反応は明ら

かにされていないが、N 原子の酸化反応は N–N 結合の形成において不可欠な初

発反応であることが示されている。これらのことから orf38 が s56-p1 における

N–N 結合形成に関与する可能性が考えられ、また周辺の領域の保存性から、

orf37–orf44 は glyoxylaste hydrazone ユニットの生合成に関与する可能性が考

えられる。 

以上の事柄を踏まえ、s56-p1 の生合成経路を予想した（図 3-4-5）。AmCP を

介して生合成された DADH は、vzb,azi クラスターに共通する酵素ホモログに

により変換され、ORF29 の PCP ドメイン上でアザビシクロ環が形成される。

生じたアザビシクロ環を含むアミノ酸骨格は他のアミノ酸骨格と縮合されるこ

となく NRPS から切り離され、ORF37–ORF44 を含む酵素群によって生合成さ
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れた glyoxylate hydrazone ユニットと未知の機構によって縮合する。さらに

ORF10 によってグリシンと結合して化合物 4 が生じたのち、MSH 依存的な代

謝経路によって N-アセチルシステインが付加される。orf7 は水酸化を含む多様

な酸化還元反応を触媒するシトクロム P450 スーパーファミリーに属するタン

パク質をコードしており、ピロリジン環の N 原子水酸化を触媒する機能を有す

るかもしれない。各遺伝子破壊株で確認された化合物 2 及び化合物 3 は、蓄積

したアザビシクロ環を含む生合成中間体が化合物 4 と同様にして MSH 修飾及

び加水分解により生じたものと考えられる。 

 

 

図 3-4-5 s56-p1 の予想生合成経路 
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第 4 章 インターネット公表できないため削除 

第 5 章 インターネット公表できないため削除 
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